W ith a swiftly moving, highly technical field, it helps to have a reliable guide. In this issue of Stroke, Lanktree et al 1 provide a timely overview of genomic analysis applied to stroke. 1 Readers find a clear and concise synopsis of single-nucleotide polymorphisms, copy number variations, listings of the strengths and limitations of genome-wide association studies (GWAS), and a distillation of the findings from GWAS performed in 6 cohorts (5 of which were ischemic stroke cohorts). The review also covers a topic not usually found in clinical reviews, namely techniques to visually display quantitative information. Excellence in statistical graphics should, among other things, avoid distorting what the data have to say, present many numbers in a small space, and make large data sets coherent. 2 The Manhattan and quantile-quantile plots are excellent examples of statistical graphics that have become invaluable for interpreting GWAS results.
Along with visualization comes interpretation of data in the context of GWAS. Clinical investigators are well aware of the problem of multiple testing from such settings as interim and subgroup analyses in clinical trials, which can lead to wildly spurious conclusions, such as concluding that aspirin only helped individuals of certain astrological signs in the second International Study of Infarct Survival. 3 GWAS simply escalates the problem of multiple testing by orders of magnitude. Because single-nucleotide polymorphism-based GWAS test hundreds of thousands of single-nucleotide polymorphisms per subject, a significant association requires a very low probability value. The Wellcome Trust Case Control Consortium used PϽ5ϫ10 Ϫ7 as the cut-off for genome-wide significance. 4 Others have chosen to prespecify genome-wide significance with greater stringency at PϽ5ϫ10 Ϫ8 , corresponding to the 5% significance level adjusting for the number of independent tests estimated in HapMap for individuals of European ancestry. 5 How has stroke performed in the significance "high-jump" competition? Not particularly well. Of the loci on chromosomes 4, 11, 12, 14, 16, and 22 with associations with ischemic stroke reported to have reached genome-wide significance, none has been replicated across studies. 1 This may be the result of biases, including the so-called winner's curse. 6 Differential effects under different exposures (eg, tobacco smoking), association with correlated phenotypes (eg, atrial fibrillation or diabetes mellitus), differences in ascertainment schemes, genotype misclassification, or marker polymorphism in variable linkage disequilibrium with the causative variant across populations may alternatively explain the heterogeneity. 7 There is what might be called a large numbers imperative when it comes to GWAS of a complex disorder like ischemic stroke. It is unlikely that any single study, even a multicenter study, will ever achieve the sample size necessary to yield a credible result. An uncommon level of worldwide collaboration must emerge. To put things in perspective, the Venice criteria state that earning an "A" rating in terms of amount of evidence in a genetic association study requires a sample size exceeding 1000 combined cases and controls (assuming a 1:1 ratio) in the least common genetic group of interest. 8 The less common the risk allele is, the greater the sample size requirement.
The stroke community is striving to meet the large numbers imperative. The Cohorts for Heart and Aging Research in Genomic Epidemiology, which consists of 5 communitybased cohorts, recently reported the results of its ischemic stroke GWAS. 9 The Wellcome Trust Case Control Consortium is currently conducting a 3-stage GWAS of ischemic stroke under the leadership of Dr Hugh Markus. Genomewide genotyping has been completed for Ϸ4000 cases in stage 1. The Ischemic Stroke Genetics Consortium, a loose federation of investigators, first met in Boston, Massachusetts, on April 28, 2007. The Consortium now involves 73 investigators across 16 countries. 10 The Consortium initially focused on large-scale candidate gene replication studies. 11 It is currently turning its attention to organizing a GWAS.
To meet the large numbers imperative, meta-analysis is almost unavoidable. There are reasons to believe that an appropriately powered meta-analysis in ischemic stroke is feasible. First, single-nucleotide polymorphisms imputation techniques have evolved such that results from studies using diverse gene chip platforms can be pooled without losing statistical power. 12 This is important because it can save on the considerable expense of re-genotyping. Second, under certain conditions, meta-analysis of summary results can be as efficient statistically as joint analysis of individual participant data (also known as mega-analysis). 13 This is important because many investigators might be unwilling or unable to share data at the individual participant level because of privacy concerns.
The methodological advantages of cohort studies are well known. 14 However, the large numbers imperative is not likely to be satisfied by compiling incident cases alone. Cohorts for Heart and Aging Research in Genomic Epidemiology consortium included Ͻ1200 incident cases of ischemic stroke. 9 Stroke centers can more efficiently generate far larger numbers of cases of ischemic stroke, but concerns have been raised regarding the validity of case-control ischemic stroke GWAS. One concern about such studies relates to the possibility of Neyman (prevalence-incidence) bias. 15 Such bias could be problematic if the genetic determinants of ischemic stroke are also those that increase risk of death from stroke and if large percentages of patients die before they have the opportunity to donate DNA. To date, no genetic variant has been shown to be an unequivocal determinant of both ischemic stroke and risk of early death from stroke. Further, the proportion of patients who die before being screened for enrollment in a genetic association study is likely small if recruitment occurs in the setting of an inpatient stroke service, particularly if surrogate consent is permitted. 16 Finally, sample size and phenotypic heterogeneity tend to be inversely related. Restrict the phenotype enough and stroke begins to look more like an orphan disease than a common disease. If studies include phenotypically diverse stroke, then it would behoove investigators to characterize strokes among the cases in great detail. Rather than forcing cases into a limited set of mutually exclusive categories, it might be more productive to capture within phenotypic data sets the results of studies that were performed to evaluate cardiac and cerebrovascular status along with the results of brain imaging. Semiautomated approaches like the Webbased Causative Classification of Stroke system can help to systematically structure diverse clinical data sets across multiple studies. 17 However, restructuring clinical data sets with source documentation is laborious, time-consuming, and expensive. Other approaches to phenomics might be more efficient. Funding agencies also may need to consider the value of new case recruitment under a uniform protocol that includes deep phenotyping.
As investigators strive to make definitive, consistently reproducible discoveries of the genetic determinants of ischemic stroke, one is likely to see GWAS of increasing sample size and increasing use of meta-analytic techniques. 18 
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Стремительный научно-технический прогресс способс-твует разработке надежного руководства. В этом номере журнала "Stroke", M.B. Lanktree и соавт. [1] представили современный обзор методик анализа генома применитель-но к инсульту [1] . Читатели могут ознакомиться с четким и кратким обзором однонуклеотидных полиморфизмов, вариаций числа копий, перечислением сильных сторон и ограничений исследований полногеномных ассоциаций (ИПГА) и дистилляцией результатов ИПГА, проведенных в 6 когортах пациентов (в 5 групп были включены паци-енты с ишемическим инсультом). В обзоре также охвачены темы, как правило, не упоминающиеся в клинических обзорах, например методы наглядного представления количественной информации. Преимуществами использо-вания описанных статистических графиков среди прочего является низкая вероятность искажения данных, пред-ставление большего количества данных в ограниченном пространстве и возможность проведения сопоставления больших наборов данных [2] . Диаграммы Манхэттен и квантиль-квантиль являются прекрасными примерами статистических графиков, которые могут стать бесценными методами интерпретации результатов ИПГА.
Визуализация облегчила интерпретацию данных в отношении результатов ИПГА. Клинические исследо-ватели хорошо осведомлены о проблеме множественного равнения в условиях промежуточного и подгруппового клинических испытаний, которая может привести к безусловно ложным выводам, например к выводу вто-рого исследования International Study of Infarct Survival, согласно которому аспирин эффективен только у лиц определенных астрологических знаков [3] . При ИПГА проблема множественного сравнения усложняется в несколько раз. Поскольку в ИПГА в процессе изучения проводится тестирование сотен тысяч однонуклеотид-ных полиморфизмов у каждого участника, для выявле-ния значимой ассоциации необходимо получить низкое значение вероятности. В Консорциуме Wellcome Trust Case Control Consortium в качестве порогового уровня значимости использовали значение р<5×10 7 [4] . Другие исследователи выбрали предварительно заданную полно-геномную значимость с более строгим значением р<5×10 8 , что соответствует 5% уровню значимости с поправкой на число независимых тестов, рассчитанных в HapMap для лиц европейского происхождения [5] .
В какой степени исследования генома при инсуль-те являются высоко воспроизводимыми? Не в очень высокой. Локусы в хромосомах 4, 11, 12, 14, 16 и 22 , для которых ассоциации с ишемическим инсультом по результатам отдельных сообщений достигли уров-ня полногеномной значимости, не реплицируются в исследованиях [1] . Это может быть результатом нали-чия систематических ошибок, в т. ч. так называемого "проклятия победителя" [6] . Различные эффекты при воздействии различных факторов (например, курение табака), ассоциации с коррелирующими фенотипами (например, фибрилляция предсердий или сахарный диабет), различия в определенных схемах, ошибочная классификация генотипа или полиморфизм маркеров в непостоянном неравновесном сцеплении с причин-ными вариантами между различными популяциями могут объяснить наличие гетерогенности [7] .
Когда речь идет об ИПГА при такой сложной патологии как инсульт, появляется потребность в большом числе участников. Маловероятно, что в каком-либо одном исследовании, даже многоцентровом, когда-нибудь удастся достигнуть размера выборки, необходимой для получения надежных результатов. Нужно прило-жить усилия для появления беспрецедентного уровня сотрудничества во всем мире. Для проведения будущих исследований необходимо помнить, что в соответствии с Венецианскими критериями рейтинг "А" по объему доказательств в исследовании генетической ассоциации требует выборки, превышающей 1000 комбинирован-ных случаев и случаев контроля (при соотношении 1:1) в наименее распространенной генетической группе, вызывающей интерес [8] . Для выявления более редких аллелей риска необходим больший размер выборки.
Недавно сообщили о результатах ИПГА при ише-мическом инсульте, проведенного с включением групп Cohorts for Heart and Aging Researchin Genomic Epidemiology, включающих 5 различных популяционных выборок [9] . Консорциум Wellcome Trust Case Control Consortium в настоящее время проводит 3-этапное ИПГА ишемического инсульта под руководством Д-ра Хью Маркуса. На первом этапе закончили полноге-номное генотипирование ≈ 4000 случаев. Консорциум Ischemic Stroke Genetics Consortium, свободная феде-рация исследователей, впервые собрался 28 апреля 2007 г. в Бостоне, штат Массачусетс. В Консорциум в настоящее время входят 73 исследователя из 16 стран [10] . Первоначально деятельность Консорциума была ориентирована на исследования крупных репликаций генов-кандидатов [11] . В настоящее время больше вни-мания уделяется организации проведения ИПГА.
Для соответствия потребности в больших выборках неизбежно проведение мета-анализа. Есть основания полагать, что при ишемическом инсульте возмож-но проведение мета-анализа адекватной мощности. Во-первых, методики импутации однонуклеотидных полиморфизмов развивались таким образом, что результаты исследований с использованием различ-ных платформ генных чипов можно объединить без потери статистической мощности [12] . Это важно, поскольку появляется возможность сократить расходы на повторное генотипирование. Во-вторых, при опре-деленных условиях мета-анализ конечных результатов может быть таким же статистически эффективным, как и обобщенный анализ индивидуальных данных участников (также известный как мега-анализ) [13] . Это важно, поскольку многие исследователи не жела-ют или не могут распространять данные об отдельных участниках исследования в связи с наличием заявления о неразглашении данных.
Методологические преимущества когортных исследо-ваний хорошо известны [14] . В выборку Heart and Aging Research in Genomic Epidemiology consortium включили менее 1200 случаев заболевания ишемическим инсультом [9] . В центрах инсульта можно эффективнее выявлять гораздо большее число случаев ишемического инсульта, но появились сомнения относительно обоснованности проведения ИПГА по типу "случай-контроль" при ише-мическом инсульте. Особого внимания при проведении таких исследований заслуживает возможное наличие систематической ошибки Неймана (распространенность-заболеваемость) [15] . Такая систематическая ошибка может быть большой проблемой, если генетические детерминанты ишемического инсульта также являются детерминантами повышенного риска летального исхода после инсульта, или в случае, если много пациентов умирают прежде, чем удается провести анализ ДНК. На сегодняшний день не выявили генетических вариан-тов, которые в равной степени являются детерминантами ишемического инсульта и повышенного риска наступ-ления раннего летального исхода после инсульта. Кроме того, доля пациентов с летальным исходом до проведения скрининга для зачисления в исследование генетических ассоциаций, вероятно, мала, если набор в исследование происходит в условиях стационара [16] .
Наконец, между размерами выборки и фенотипичес-кой гетерогенностью, как правило, существует обрат-ная связь. Достаточно ограничить фенотип и инсульт становится редким, а не распространенным заболева-нием. Если в исследования включают фенотипически различные инсульты, исследователям приходится более детально описывать случаи инсультов в группах пациен-тов. Вместо объединения случаев в ограниченный набор взаимоисключающих категорий более продуктивным может быть сбор данных о результатах исследований, в которых проводилась оценка кардиального и церебро-васкулярного статуса, наряду с результатами визуализа-ции головного мозга в фенотипические наборы данных. Полуавтоматические подходы, такие как система Webbased Causative Classification of Stroke system, могут помочь в систематизации структуры различных клинических наборов данных среди нескольких исследований [17] . Тем не менее реструктуризация клинических наборов данных с исходной документацией является трудоем-ким процессом, требует много времени и значительных затрат. Более эффективными являются другие подходы к феномике. Финансирующим учреждениям также, возможно, потребуется рассмотреть вопрос о стоимости формирования нового набора данных в рамках единого протокола, включающего проведение глубокого фено-типирования.
Поскольку исследователи стремятся выявить сущест-венные, постоянно воспроизводимые генетические детерминанты ишемического инсульта, вероятно, нужно увеличивать размеры выборки для проведения ИПГА и более широко использовать методики мета-анализа [18] .
